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論文内容要旨
 1緒論
 ある種の昆虫は冬期に体内の大部分の水が凍結しても,融解後に変態し羽化する。イラガの前蝸
 も高い耐凍性を有し.個体ゾベ・レでの凍害や耐凍性の機構解明に多くの研究が左されている。細胞
 の凍害機構に関し,実験上の有利さから単細胞を用いた研究が多く,分子レベ・レで得られている結
 果を加えると現在,種々の説明が左されている。
 昆虫のように個体が凍結する場合,まず組織中～こ氷晶がどのように形成され,また融解後組織の
 微細構造がどのような影響を受けているかを調べ,細胞し・べ・レ以.下で得らわ、ている結果と合せ、凍
 害や耐凍性の機構を検討することが重要である。
 イラガ前婦の体内に形成される氷を定量的に調べたものに篠崎〔1962)の報告があり,たとえ
 ば今回の凍結条件一250で凍結された場合,体内の9D循前後の水が凍結する。
 一方,昆虫体内に形成される氷晶を形態学的に調べたものに丹野(1967)の報告があるが,凍
 結切片を光学顕微鏡で観察したもので脂肪体以外の組織細胞の凍結状態は、ほとんど不明瞭であっ
 た。
 この論文は,耐凍性の異なる段階のイラガ前蝉の神経組織について,凍結融解後の構造変化を,
 また凍結置換法によって庚結状態を電子顕微鏡を用いて比較検討し,昆虫の凍害と耐凍性の機構ゴこ
 関し,新たな知見を得ようとしたものである。
 ロ材料と方法
 イラガ前蛉の繭は冬期に採集した。二月末.以降は2。Cに保存し前虫甫伏態を保った。耐凍性の低い
 材料としては,適温、1処理により蛹化を起こさせ,腹筋の発達した段階の前脚を使用した。対象の組
 織に食道一ヒ神経節を選んだ理由は,神経節は変態に.重要な影響を及ばず器官であること,また神経
 系に.は変態に伴う組織の崩壊が起こらない事などになる。
 〔1〕イラノ∫前鋤IIの練糸言と而寸凍性
 イラガ前蝉を冷却.速度L5。O/minで凍結し,一25。Cに数時間保ち,充分凍結させた後,25。C
 の空中でli駕した・凍結の進行を知るために,凍結曲線をとった。また融解後の変態の様子を智察
 し耐凍・1生を調・＼た。
 〔2〕イラー“険道■上神経節の固定法
 口器に2.5二・:1'lut巳ユーaldehyde固定液(pho8phatebuffer,PH7.2)を滴下し,
 神経節を摘出し,たな固定液(4C)で2時間固定後,buffer液(0.25MSUcro8e添加)
 で余分のglU'“『&エdehydeを洗い去り,更に1%0804(Daユ七〇n触法)で3時間再
 固定した、ethanとLlで脱水後,ア七卜7を通レEpon-812に包埋した。切片をPb染色し
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 (Reyna■d8処法)し,電子顕微鏡で観察した。
 凍結融解した虫体の場合も,融解10～60分後,1日～3日後,10日後,20日後などに同様
 にして神経節を固定包埋した。
 〔'3〕食道上神経節の凍結置換法
 神経節のみの凍結状態を調べるためにも,冷却速度の面,組織液の死後変化と乾燥,神経組織の
 場合特に軸索を切断し,神経細胞に傷を与える事などからみて,昆虫を個体のままで凍結する事が
 必要である。一方,低温下では凍結置換速度や固定液の浸透が緩慢なこと,長期間の凍結置換中に
 氷晶形が変化する可能性などから,凍結置換すべき材料は,出来るだけ小さい事が望まれる。この
 ため,虫体を試験管中で凍結した後,厚さO.31n`nの切片にし,管底の凍結置換液中に落下させ,凍
 結置換する装置を試作した。
 凍結置換法は主に以下の2法とした。
 (i)凍結置換温度,一25℃〔一25℃で形成された氷晶を一定に保つ意味から),Ace七〇ne
 50mlに凍結切片を沈め,(10数枚)KMno40.3gを加え,管を密封し,7日間凍結置換
 したo
 qi)凍結置換猛度,一70℃(凍結置換中に凍結状態が変化するのを防Lしする意味から)
 KMnqO・2gを含むAcetoue50mlに凍結切片を沈めた後,管を密封して,10日間凍
 結置換した。
 (1)・(li)とも置換後は・新た左ACe七〇ne(4t)中で切片から神経節を・摘出し・1%OSO4
 で再固定し,Eponに包埋し,電子顕微鏡で観察した。凍結置換像の正否を検討するため,(“〕
 の場合,7℃/min,27℃/min,液体窒素に直接浸した場合など冷却速度を変えて実験を行っ
 た。
 更に,神経節,口器のみを凍結して凍結置換した場合,凍結置換液のKMnO4を0ε04に換えた
 場合,置換液をethユanegly・colを主成分とする液に換えた場合など異なる凍結置換条件
 の影響も調べたo
皿結果
 〔1〕イラガ前蝸の凍結曲線と耐凍性
 冬期(2月)のイラガ前鋪は,冷却速度1.5℃/πlin,一25℃で数時間の凍結に充分耐凍性があ
 り,融解後適当な条件を与えれば,後日羽化した。一方,適温処理し,蛹化のはじまっている腹筋
 の発達した前蝉では,以上の凍結条件下でもただちに凍害が現われ,凍死した。過冷却点は前者の
 場合,一25℃±2℃,後者セは一17℃±3℃である。また耐凍性の低下した前蝋では,凍結曲線
 に肩が認められる傾向があった。これは,体液の急速な凍結が出んだ後,組織内の水が冬期の前踊
 より急速に偵結した結果と解釈される。耐凍性の低下した前脚でも,凍結の初期の段階で融解すれ
 ぱ凍害を受けない事から,凍害は急速に生長する永晶によって組織細胞が機械的に破壊されて起る
 ものではなく,凍結が充分進み,組織細胞が脱水される過程で起る事が考えられる。
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 〔2〕食道上神経節の凍結融解後の構造変化
 (1)イラガ食道上神経筋の構造
 (i)冬期の前蝋
 観察の対象は,神経細胞,グリ了細胞、グワアの突起層が存在する実質部とした。神経細胞は淡明
 な核を有し,核小体が顕著である。ダリア細胞は神経細胞より小さく,細物の断面積中,核の占め
 る割合が大きく,核膜周辺のク・マチンが顕著である。ダリア突起層は,神経細胞の周囲に多層存
 在する。
 (ID変態し,耐凍性の低下した前蠕。
 冬期の前師と較べ最も顕著な変化は,遊離リボノームの数が顕著に増加し,原形質内に.高密度に
 充旗されている。また,一般に細胞膜,グ1ノア突起膜は冬期の場合ほど明瞭に固定されていない。
 ダリア突起間に連結像がしばしば見られる。細胞の形は冬期のものより,やや随円形を帯びている。
 〔2)食道上神経節の凍結(一25。e)融解後の構造変化。
 (1)冬期の前蝋では融解後,神経,ダリア細胞,グリ了の突起層にも,特に構造変化は認めら
 れなかった。また融解後前蝋は羽化したこと,融解後,10日のもので変態の徴候であるリボ
 ノーム密度の増加が見られた事,神経分泌活動が認められた事などから神経節は機能的にも
 大きな凍害を受けなかコた。
 (11)耐凍性の低下した前脚では,一般に細肋膜,グリ了突起層部は非常に不明瞭に.なコている
 所が多く,場所によっては,膜構成成分が附近に分散しているような像も見られる。しかし,
 細胞内器官膜,核膜等は比較的明瞭である。
 次に,低温保存後,耐硬性のやや低下した前踊を用い凍結融解8日後,21日後の前蟷を調
 べた結果,個体し・べ'レでの凍害と神経節内の構造障害にはほぼ平行関係があった。
 〔3〕食道上神経節の凍結状態
 (1)一25eによる凍結置換像
 (i)冬期の耐凍性の高い前蠕では,各細胞は細胞外氷晶によコて,50%前後収縮しているが,
 核内,原形質内に.も,種々の大きさや様々の形態をした,顕著な氷晶跡が見られる。
 同じ条件で凍結融解された神経節細胞は構造的にも,機能的にも大きな障害を受けなか⊃た
 結果からみて,このよう左氷晶跡はあまりにも破壊的構造である事,KMnO4濃染部から除
 々 に形成されて行くように見られる事,一70Cの凍結置換では見られない事から,凍結置換
 中に形成された人工産物と考えられる。
 (の一方,耐凍性の消失した前蠕では,各細胞は細胞外凍結によって極端に収縮し,細胞内に
 は氷晶跡は認められない。原形質部は特に脱水が激しいので,,リボノームの密度が更に高く
 左っている。
 また12月初旬の耐凍性が充分高く左⊃ていない前蝋や,低温保存後,耐凍性がやや低下
 した前蝋では冬期(2弓)のよう左人工産物と考えられる顕著左細胞内氷晶跡は見られず,核
 内にしばしぱ単一の氷晶跡が見られるだけである。
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 (2)一70℃による凍結置換像
 冬期の前蝋でも,一25℃の凍結置換の場合のような細胞内氷晶跡は見られない。細胞外氷晶跡
 は,一25℃の場合よりも生長しているようには見えない。核膜は特に明瞭に固定されている。ミ
 トコンドリアは,細胞全体の収縮に.較べ,ほとんど収縮していない。グリ了突起層にも,氷晶によ
 コて破壊されている像は見られない。
 耐凍性の低下した前蠕では,一25℃の凍結置換像と大差はないが,更に変態が進んだ前蠣では
 ダリア突起層が氷晶によって小片状に.分断されている像が見られる。融解後,特にダリア突起層が
 不明瞭に見られた壌から,これは実際の凍結状態を示唆するものと考えられる。
 (3)冷却速度を速くした場合
 冷却速度を高め,一70」cの凍結置換像の正否を検討した。冷却速度をエ5p/ぴinにすると細
 胞外氷晶跡の形はやや鋭角的に左ってくる。冷却速度27℃/minでは氷晶跡は小さく,多数形成
 され,形も鋭角的で不規則なものが多くなる。しかし細胞内凍結徴は見られ左かコた。ダリア突起
 層部には非常に微小な永晶跡が見られ,これらは凍結置換中に移動再結晶によコて,生長しなかっ
 た事を示し,実際の凍結状態は,一70℃の凍結置換法によってかなり正確に示されていると考え
 られる。液体窒素に虫体を直接浸した場合,はじめて顕著な細胞内凍結像が見られた。しかしダリ
 ア細胞の細胞質部分はむしろ,極端に脱水され氷晶が形成されていない場合が多い。
 (4)凍結置換条件を換えた場合
 凍結置換液の固定剤としてOso{を用いた。結果はむしろ破壊的構造が見られ,微細構造の保持
 .もKMnO4よりすぐれているとは認められないo
 E七hyleneglyCOlによる凍結置換は,細胞外氷晶跡の構造を保たず不適当と考えられる。
 神経節,口器のみを摘出して凍結後,そのまま凍結置換した場合,最初から細胞内凍結した像が
 得られたり,氷晶中にミエリン様膜構造が形成されたりして,好ましい結果は得られなかった。
 w結論
 1)昆虫組織の凍結状態を調べる手段として,虫体を凍結したまま試験管中で切片にし,直接冷
 却してあるKMnO4を含むACetOae中に落し,凍結置換する方法は有効であった。
 2)その結果,神経系の凍結状態が詳細に観察され,イラガ前踊の食道上神経節内には,耐凍性
 の高低にかかわらず細胞内凍結は非常に起り難い事が示され凍害は細胞外凍結の結果起こされ
 る事がわかった0
 3)耐凍性の低下した前蝋の神経細胞,グリ了細胞は,細胞外氷晶の生長によコて極端に脱水収
 縮された結果,凍害は細胞の表層部(細胞膜,ダリア突起層)に氷晶によって加わる物理的な
 力によって起こされる事を以下のよう左観察結果とMeryman(1968)のminimalvo■一
 um1七heOryから考察した。
 (1)各細胞は構造上収縮可能な限界まで脱水収縮されているように見える。この限界は高密度
 化したリボノームに左るように見える。
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 (li)細胞の表層部は極端に高密度のリボノーム層と,非常に発達した細胞外氷晶との間1こはさ
 ,まれて存在している。
 (iil)融解後,細胞表層部の膜系は非常に不明瞭に左っている場合が多いが,細胞内の嘆系は比
 較的明瞭である。
 4)一方,冬期の前蠕では氷晶によって乱された神経系の構造は融解後すみやかに回復される。
 また機能的にも明らかな凍害は認められなかった0
 5)一25Cの凍結置換像で冬期(2月)の場合,人工産物と考えられる顕i警左細胞内氷晶跡が見
 られた。これは細胞内に残存していた結合水か凍結置換中に凍結し移動再結晶によって生長し
 たものと考えられる。結合水の存在は,細胞の極端左脱水を防ぎ',3)で考えられるような凍
 害作用を防止するのに.役立コているものであろう。
 6)イラガ食道上神経節の構造一般について,電子顕微鏡を用い調べた。
 7)イラガ前蝉の耐凍性と神経節細胞の遊離リボノームの密度の高低に.は,逆の平行関係が認め
 られた。
 冬期前蠕のリボノームの減少をリボソームが多数の構成蛋白分子または了ミノ酸まで分解し
 た結果とすると,多量の結合水を帯びることに止り,また細胞が収縮される場合,3-D,ll)
 の要因が除かれる事に,左1/C・ld-hardeningの一過程となり得る。
 8)冬期の前蠕と耐凍性の低下した前蠕では細胞膜の固定のされ方に大きな差ガあった。従コて
 細胞膜の構造的安定性の差も,耐凍性と関連がある事が考えられる。
 9)凍結曲線の結果からも,耐凍性の低下した前蝸では,組織中の水はすみやかに凍結しやすく,
 また凍結の初期の過程で虫体を融解すれば凍害を受けなかったことから凍害は凍結が進んだ段
 階,す左わち細胞が充分脱zkされる過程で起る事が示唆された。
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 論文審査結果の要旨
 本論文は,耐凍性の異なる段階のイラガ前蠣の神経組識ひついて,凍結融解後の構造変化を,ま
 た凍結置換法によって凍結状態を,それぞれ電子顕微鏡を用いて比較検討し,昆虫の凍害と耐凍性
 の機構を明らかにする目的で行なわれた研究である。
 得られた主な結果は,1)イラガ前蠕の食道上神経節内には,耐凍性の高低にかかわらず細胞内
 凍結は起り難く凍害は細胞外凍結の結果起こされることが判明した。2)耐凍性の低下した前蠕
 の神経細胞,ダリア細胞は細胞外氷贔の生成により極端に脱水された結果,凍害は細胞の表層部に
 氷晶によって加わる物理的な力によって起こされることが推定された。3)冬期の前蠕では氷晶
 によって乱された神経系の構造は融解後すみやかに回復した。4)一25'Cの凍結置換像で,冬
 期の場合は人工産物と考えられる顕著な細胞内氷晶跡が見られた。これは細胞内に残存していた結
 合水が凍結置換中に凍結したものと考えられる。結合水の存在は細胞の極端な脱水を防止する。
 5)イラガ前蠕の耐凍性と神経節細胞の遊離リボソームの密度の高低には逆の平行関係が見られた。
 6)冬期の前蠕と耐凍性の低下した前蠕では細胞膜の固定のされ方に顕著な差があった。これは細
 胞膜の構造的安定性の差も耐凍性と関連があることを示唆する。7)凍結曲線の結果からも耐凍
 性の低下した前蝋では組織中の水はすみやかに凍結しやすく,また凍結の初期の過程で虫体を融解
 すると凍害を受けなかった。このことから凍害は凍結が進んだ段階で起ることが示唆された。
 8)リボソームの減少が耐凍性を示す要因の一つとなりうる可能性について論じた。
 以上の結果は昆虫の凍害および耐凍性の機構について従来知られていなかった知見を加えたもの
 として博士の学位論文として適当であると認められる。
 よって畠山成久提出の論文は理学博士の学位論文として合格と認める。
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